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　　　　The　most　popular　staining　methods　for　transmission　electron　microscopic　studies　on　dermal
fibers　using　tissue　sections　are　tannic　acid－lead　citrate　staining　（TA　method）　and　phosphotungstic
acid－lead　citrate　staining　（PTA　method）．
　　　　However，　to　examine　various　skin　diseases　the　main　changes　of　which　involve　connective
tissues，　details　of　the　areas　of　pathological　changes　are　sometimes　not　clear．　These　methods　are　also
difficult　in　terms　of　preparation，　presentation　and　staining．　We　applied　the　method　of　Silicotungstic
acid－lead　citrate　staining　（STA　method）　with　above　stainings　to　examine　and　compare　dermal
components　of　10　cases；3　cases　of　senile　elastosis，　2　cases　of　cutis　laxa，　3　cases　of　pseudoxanthoma
elasticum　and　3　cases　of　lichen　amyloidosis，　biopsying　apparently　uninvolved　areas　and　areas　of
macroscopically　recognizable　lesions．
　　　It　was　recognized　that　the　STA　method　has　fine　stain　ability　on　dermal　elastic　fibers　especially
on　uninvolved　areas　and　the　microstructure　was　clearly　observed．　Furthermore，　involved　areas　of
cutis　laxa，　microfibrils　around　the　amorphous　materials　of　elastic　fibers　were　also　well　stained　by
STA　method．　ln　pseudoxanthoma　elasticum，　STA　method　showed　different　stain　ability　between
calcium　and　degenerated　elastic　fibers，　and　this　method　is　also　useful．　However，　in　senile　elastosis，
since　the　STA　method　stains　elastic　fibers　more　intensely　than　the　TA　method，　it　is　diflicult　to　obtain
the　microstructure　of　elastic　fibers．
　　　Elastic　fibers　in　amyloid　islands　were　not　stained　by　conventional　staining　while　the　TA　and
STA　methods　stained　them　well．　ln　particular，　with　the　STA　method，　both　elastic　fibers　and　amyloid
fibril＄　were　well　stained　and　some　relationship　between　amyloid　fibrils　and　elastic　fibers　was
recognized．
　　　These　results　revealed　that　this　method　has　specific　distinctive　presentation　of　elastic　fibers　in
dermis．
　　　The　stain　ability　of　STA　method　seems　to　depend　on　pathological　changes．　lt　is　very　useful　to
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apply　the　STA　method　in　combination　with　conventional　methods，　when　we　examine　dermal　fiber
components　the　main　changes　of　which　are　in　connective　tissue．
　皮膚は本来，弾性線維に富む組織であるため，こ
の微細構造的変化を検討することにより，種々の皮
膚科領域病変の解明に有用な所見が得られることが
期待される．著者らは，弾性線維あるいは膠原線維
に主な病変をもつ代表的な皮膚結合織病について，
光学顕微鏡および電子顕微鏡により検討を加えてい
るが，今回は既存の数種の電子顕微鏡的染色法によ
り，線維組織の染色性の優劣を比較検討するととも
に，近年開発され皮膚科領域にまだ応用されていな
い電子染色法である，シリコタングステン酸法
（STA法）1）を試み，その得られた所見が病変発生
の原因解明に示唆する点があるか否かを検討し，い
くつかの所見が得られたので報告する．
1．研究対象
　今回の研究に用いた症例は，臨床的所見および光
学顕微鏡的に，以下のごとく確定診断された症例で
ある．すなわち，老人性弾性線維症　（Senile　elas－
tosis）：66歳女性，60歳男性，44歳男性の3例．
皮膚弛緩症（Cutis　laxa）：48歳女性，22歳女性の2
例．弾力線維性仮性黄色腫（Psudoxanthoma　elas－
ticum）：26歳男性，26歳女性各1例．およびアミ
ロイド苔癬（Lichen　amyloidosis）：30歳男性，45
歳男性，46歳女性の計10例について検討した．ま
た対照として，成人の良性腫瘍摘出時に得られた病
変隣接の健常部と思われる皮膚を用いた．その内訳
は，10～40歳台の男性3例，女性2例．50～60歳
台の男性2例，女性3例であり計10例である．な
お，これら対照群においては，年齢および性別によ
る所見の差についても検討した．
II．方 法
固定後，1％オスミウム酸にて後固定を行った．続
いて漸高エタノール系列で脱水後エポン812に包埋
し，超薄切片を作製した．超薄切片はセルロース支
持膜を貼った銅製グリッドに載積し，それぞれ，酢
酸ウラニール・クエン酸鉛二重染色（通常二重染
色），シリコタングステン国法（STA法），タンニ
ン酸法（TA法）（梶川）2），リンタングステン酸法
（PTA法）3）を行い，すべての二二切片はVenable
表1シリコタングステン酸法（吉浜）
無水工タノ　ル50cc
＋酢酸ウラニ　ル2g
よ　く　混　和　、　溶　解
旦
シリコタングステン酸4gを加える
」
溶解後、漉過し暗所保存
（このままの状態で約6週間保存可）
；
使用時　蒸留水で1　1に希釈
且
クエン酸鉛重染色
　光学的顕微副用試料は，通常の　Hematoxylin－
Eosin染色の他に，線維染色としてのElastica　van
Gieson染色，あるいは弾力線維性仮性黄色腫にお
けるカルシウム沈着を観察するためにvon　Kossa
染色，アミロイド苔癬ではElastica染色とDylon
染色の二重染色を行い検討した．
　透過型電子顕微鏡用試料は，細切し2．5％グルタ
ールアルデヒド・2％パラホルムアルデヒド溶液で前
表2タンニン酸染色（梶川）
タンニン酸0．2g
　　＋パラニトロフェノ　 ル0．5g
蒸留廊5。、。溶解、加温
」　　　冷　却
5％酢酸ウラニ　ル水溶液
O．2　～0．5　m1加える
ジニトロ安息香酸をコンタミネ　ショ
ン防止に少々添加
－
クエン酸鉛重染色
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and　Coggenshalの鉛液で後染色を行った．使用し
た染色液は，表1から表3に示した．鏡検には，日
立H－600型透過型電子顕微鏡を用い，弾性線維を
中心とする染色成績を比較検討した．
III．結 果
　a）成人健常部
　10～40歳台の男性3例，女性2例および50～60
歳台の男性2例，女性3例より得られた健常皮膚と
思われる試料について観察した．
　光学顕微鏡的には，Elastica　van　Gieson染色に
より観察すると，（写真1a）の18歳女性のごとく，
若年者ほど網状層に多くの弾性線維が認められた．
加齢により弾性線維の量とその太さの減少が認めら
れるが5），性による差異は認められない．
　電子顕微鏡的には，通常二重染色では老年になる
に従い，弾性線維の均一無定形物　（amorphous
表3リンタングステン酸法
酢酸ウラニ　 ル3g＋蒸留水．謹0肛1
よ　く　混　和　、　溶　解
－
無水エタノ　ル50剛1加える
－
リンタングステン酸4gを加え溶解
旦
クエン酸鉛重染色
material）の占める割合が増加し，その一部には変
性像が認められ，senile　elastosis様に見られる部
分もあるが，全体としてはその組織構築は一様であ
る．また，各々の電子染色法では，性差，年齢差は
あまり見られないが，各染色法間ではかなりの差異
が認められた．次にその代表的所見を示す．（写真
1b）は30歳女性の上腕部より得られた試料の亜連
続切片を，それぞれの電子染色で染色し，染色態度
を比較したものである．
　通常二重染色（写真1　b一左）：弾性線維の縦断像
では，基質は低電子密度性でほぼ均一の無定形物
（amorphous　material）であり，これをとり囲む微
細線維（microfibril）が観察される．周囲の膠原線
維の微細構造も観察しにくい．
　TA法（写真1b一右）：左側の弾性線維（E），右側
の膠原線維（C）ともよく染色されている．すなわ
ち，膠原線維は周期性のある横紋が明瞭に観察され
る．弾性線維もよく染色されており，縦軸方向に伸
びる電子密度の高い不規則な斑状物の集合として認
められる．通常の二重染色より線維成分の観察に適
している．しかしながら，弾性線維，膠原線維とも
ほほ伺様に高電子密度性に染色されるために，両者
の微細構造を詳細に観察することは困難である．
　STA法（写真1b一中央）：左側の弾性線維（E）
の染色所見は，タンニン酸染色の場合とほぼ同様で
あり，弾性線維の縦軸方向に長軸をもつ斑状物の集
合からなるが，タンニン酸染色に比べて斑状の分布
はより明瞭であり，その周囲の電子密度の低い部分
の微細構造も明瞭である．そのために，これら相互
a．光顕像 b．電顕像
Elastica　van　Gieson染色通常二重染色
写真1成人健常部
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の関係がより検討し易くなっている．膠原線維も，
周期性の横紋構造はよく染色されるが，弾性線維よ
り全体に淡く染まっている．以上より本染色法で
は，両線維とも染色程度が微妙であり，中間の極論
が多くなっているのが特徴と思われる．このことは
微細構造を観察する上でも，相互の関係を検討する
上でも重要であり，STA法の有用性を示すものと
思われる．
　b）　老人性弾性線維症
　老人性弾性線維症は，日光曝露を受けた皮膚で，
一次的に弾性線維が変性し，その過程中に変性膠原
線維が巻き込まれ，弾性線維様物質（elastotic
materia1）が形成されることによっておこる一種の
老人性変化とされている4）5）6）．
　光顕的には，真皮上層の好塩基性の沈着物として
認められ，Elastica　van　Gieson染色で陽1生となる
が（写真2a），詳細は不明瞭である．
　電顕的に検討した所見を次に示す．
　通常二重染色（写真2b一左）：対照の健常皮膚で
は見られない高電子密度構造（封入体）が認められ
る．これらは縦断面では線状に，横断面では斑状に
見られるところがら，長軸方向に一致して細長く存
在しているものと思われる．また，この周囲には低
電子密度性の無定形物が見られる．
　TA法（写真2b一三）：基本的に染色態度は同じ
であるが，対照に比べて弾性線維中の高電子密度構
造はより細く鮮明に認められる．横断像と合わせ，
長軸方向に細長く存在していることがわかる．ま
た，周囲の低電子密度性の基質とは比較的明瞭に境
されている．
a．光顕像
Elastica　van　Gieson染色
a光顕像
b．電顕像
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　STA法（写真2b一中央）：他の染色と異なり，
高電子密度性の部分は広範囲に見られ，その内部は
鋼構造・低電子密度性である．基質との境界も不鮮
明であり全体に観察し難い．
　c）皮膚弛緩症
　皮膚弛緩症は遺伝性結合織病であり，全身の結合
組織における，弾性線維および膠原線維の異常に基
づく疾患であるが，特に弾性線維の変性，減少，分
裂化を来すことが特徴的である7）．
　光顕的には，対照の健常人の皮膚と異なり　Elas－
tica　van　Gieson染色により弾性線維の量が減少し，
疎になっていることが分かる（写真3a）．
a．光顕像
織霧捧轡
　　von　Kossa染色
写真4　弾力線維性仮性黄色腫
　この変化を電顕的に検討した結果を次に示す．
　通常二重染色（写真3b一左）：健常人対照に比較
して膠原線維束が減少し，疎になっている．弾性線
維は，分裂・断裂化し，島喚状の無構造物として認
められるが，その周囲にはmicro丘brilが明かであ
る．
　STA法（写真3　b一右）：通常二重染色で認めら
れた，島国状の部分は高電子密度性に染色されてい
る．周囲のmicro丘brilも電子密度が充晒している．
また，膠原線維束は細く線維東間は粗である．
　d）　弾力線維性仮性黄色腫
　弾力線維性仮性黄色腫（PXE）はエラスチンの遺
伝性代謝異常により生ずる全身性疾患である．
　光顕的には，真皮にカルシウム沈着を伴った不規
則な形と大きさをもつ弾性線維の増加が認められる
（写真4a）．
　電子顕微鏡的には，弾性線維に様々の量のカルシ
ウムが沈着するため，弾性線維が不規則な変形を来
してくる．カルシウム沈着のない弾性線維でも，
microfibrilには異常がないが，無構造部に染色性
の一様な増加が認められる4）．
　通常二重染色（写真4b一左）：変性弾性線維以外
に特徴がみられる．すなわち明調領域とこれに接す
る高電子密度性物質である．これは針状結晶の集合
からなり，カルシウムの沈着から成ることが分かっ
ている．しかし，弾性線維とカルシウム沈着との関
係を観察するには不適当である．
　TA法（写真4b一二）：カルシウムと思われる塊
b。電顕像
通常二重染色（×10000）
’ノ？　；＾r．
山
　　STA法（×18000）
写真4　弾力線維性仮性黄色腫
1．ｰ∫鯨 　　　　　　箔曲』、、，　’t
TA法（×10000）
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状の高電子密度1生物質が弾性線維上に見られる．し
かし，変性した弾性線維もカルシウムも同程度の染
色性を示すために，両者の関係は不明瞭である．
　STA法（写真4b一中央）＝前職法に比べて変性
した弾性線維はほぼ一定の電子密度となっている．
弾性線維内部に沈着が認められるカルシウムは，更
に高電子密度性となっており，これら変性した弾性
線維とカルシウムの両者を観察するのに適当と思わ
れる．
　e）　アミロイド苔癬
　アミロイド苔癬において沈着しているアミロイド
は，全身1生アミロイドーシスのそれと異なり，表皮
a光顕像
　　　し　リ　　ノ　　ヤ　くへ　け　　ぬヨ　　　　　　ド
　　　Elastica－Dylon二重染色
　　　写真5　アミロイド苔癬
細胞の線維成分（主としてケラチノサイト）由来が
今日では一般的である8）．しかしながら，全身性ア
ミロイドーシスの中で，原発性全身性アミロイドー
シスでは，弾性線維に隣接して沈着するアミロイド
が観察されていることから，アミロイド症と弾性線
維の関係についての研究が進められている．
　光顕的には，真皮上層の主として乳頭層にDylon
染色陽性の塊状物質の沈着として認められる（写真
5a）が，その詳細や周囲との関係は不明瞭である．
　次に細部の電顕所見を示す．
　通常二重染色（写真5b一左）：細線鱗状あるいは
穎粒状に見られるアミロイド島内部に，ほとんど染
色されない線維状構造が認められる．
　STA法（写真5　b一中央）：通常二重染色では染
色されない線維状構造が濃染している．周囲のアミ
ロイド島の染色性は通常二重染色と差異がない．
　PTA法（写真5b一右）：アミロイド島の染色性
は低下している．内部の線維状構造もやや濃染して
いるが，STA法ほどではない．また，コンタミネ
ーションが生じやすい傾向がある．
　TA法（写真6）：本方法でも，アミロイド島の
中に弾性線維がよく染色されて見られる．
　次にアミロイド細線維と弾性線維の関係を染色性
から比較検討する．STA法では（写真7一左）の様
な弾性線維とアミロイド島が連続している部分を観
察すると，（写真7一中央）のごとく弾性線維とアミ
ロイド細線維に移行していく関係が詳細に検討でき
る．TA法（写真7一右）は染色性が全体に高いた
b．電顕像
通常二重染色（×10000） 　STA法（×10000）
写真5　アミロイド苔癬
PTA法（×9000）
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めに移行像が比較的不明瞭である．
IV。考 案
東京医科大学雑誌
　光顕的所見については上述の如くであり，これま
での記載と大差がなかった．今回の検討で有意義と
思われたのは，主として電顕的観察結果であるの
で，以下電顕所見について考察をすすめる．
　通常透過型電子顕微鏡下で試料を観察する場合，
酢酸ウラニール・クエン酸鉛二重染色を行うのが一
般的である．しかし，線維成分を観察する場合はこ
縦　鼠
　　　　TA法（×10000）
　　　写真6　アミロイド苔癬
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れでは不充分であるため，TA法，　PTA法あるい
はSTA法が考案されてきた．　STA法は最近開発
された方法であり，他の方法に比べて次のような利
点がある．
　！．染色液の作製・保存・染色法について
　STA法に用いる溶液の作製法は，他の2法に比
べて簡便である（表一2，3）．TA法やPTA法に用
いる溶液は保存できないのに比べて，STA法の溶
液は希釈前の状態で約6週間保存が可能である．ま
た，染色法もTA法，　PTA法の様に手技が難しく
なく，コンタミネーションが少ない．
　2．弾性線維の染色性について
　弾性線維は，通常二重染色では染色されない．
PTA　法では弾性線維の無定形物質が好染するが，
TA法では無定形物質は強染する．　STA法は，　TA
法に匹敵するコントラストが得られ1），また中間の
譜調も多いようである．
　このため著者らは，弾性線維あるいは膠原線維に
病変の主体をおく疾患について，STA法を用いて
検討し，その染色性を他の染色法と比較したとこ
ろ，以下のような示唆に富む所見が得られた．
　L　弾性線維染色としての有用性
　a）成人健常部皮膚
　通常二重染色で，弾性線維の基質は，低電子密度
性で，ほぼ均一の無定形物質であり，周囲との関連
篭轟㌧
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が不明瞭である．
　TA法では，弾性線維・膠原線維ともにほぼ同様
に高電子密度性に染色された．
　STA法では，弾性線維の縦軸方向に長軸をもつ
斑状物と，その周囲の低電子密度性の部分との関係
が詳細に検：討でき，非病変部の結合組織の観察に優
れていると思われた．
　b）老人性弾性線維症
　老人性弾性線維症にみられる弾性線維の微細構造
上の変化は，Stadler9）によれば，1）microfibrilの
減少，2）amorphous　material内のelectron　dense
inclusionの増加，3）弾1生線維自体の崩壊としてみ
られる，とされている．
　本疾患では，STA法は他の染色法に比べて，広
範囲に染色され観察しにくい面が出ているが，これ
は裏を返せば，他の染色法では染まらない部分が染
色されているという事であり，他の染色法と比較す
る事により変性の過程を理解できる可能性があると
思われた．
　c）皮膚弛緩症
　皮膚弛緩症では，線維成分の減少が著しいのが特
徴である．通常二重染色で，斜懸状の無構造物とし
て認められる，弾性線維とその周囲のmicrofibril
は，STA法を用いるとより鮮明に染色された．一
般に，未熟な弾性線維はmicrofibrilが多く4），成熟
するに従って無定形物質が増加するといわれている
が，両者の関係については不明な点が多い．成人健
常部皮膚に比較して，microfibri1が明瞭に観察さ
れ，無定形物質が減少しているのは，変性している
ためであろうが，未熟な弾性線維である可能性も否
定できなかった．
　d）　弾力線維性仮性黄色腫
　Danielsonら10）によると，本症の本態は，弾性線
維におけるカルシウム沈着にあるとされ，現在はこ
の考え方が支持されている．カルシウム沈着の機序
は完全には解明されていないが，一次的に変性した
弾性線維上に，二次的にカルシウムが沈着すると考
えられている．カルシウムの沈着した弾性線維が不
規則に分岐し変性している像は，通常二重染色でも
観察でき，TA　法で明瞭に観察できる．しかし，
STA法を用いると，カルシウム沈着を生じた変性
した弾力線維は染色性が異なるため，これらを観察
する上で有用な方法と思われた．
　2．弾性線維以外の染色性について
　アミロイド苔癬
　アミロイド細線維の染色性および微細構造に関し
て，STA法は他の染色法より優っていた．アミロ
イド苔癬では，光学顕微鏡的にアミロイド島内に弾
性線維は存在しないとされてきたが11），STA法に
より，アミロイド島内で弾性線維が連続していると
ころを観察したことから，アミロイド沈着が弾性線
維の周囲に起こる可能性があると思われた．
　STA法による上述のような染色性の相違は，他
の線維染色剤が，タンパク質の陽荷電グループに，
陰荷電染色液としてふるまうのに対し，STA法は
シリコタングステン酸が含有するシリコン分子のた
めに，電子染色に用いた場合異なった染色機構が働
き，タンニン酸染色に匹敵するコントラストを得る
ものとされている．しかし，詳細は不明である．
　STA法は，他の染色法と比べ，溶液の作製・保
存・染色法が簡便で，コンタミネーションも生じに
くいという特徴を有している．本染色法は今迄皮膚
科領域で応用されたことがなく，結合組織ことに弾
性線維に主たる病変をもつ，種々の皮膚疾患の詳細
な検討に応用が可能と思われる．
V．結 語
　著者らは，弾性線維に主病変をおく，老人性弾性
線維症，皮膚弛緩症，弾力線維性仮性黄色腫，アミ
ロイド苔癬について，STA法を中心とし，これま
での諸染色法を用いて，それぞれの優劣と有用性に
ついて検討し，以下のような結果を得た．
　1．STA法は，皮膚の弾性線維に対して染色性が
良好であった．特に，対照として用いた成人健常部
の皮膚に対しての染色性に優れ，微細構造がよく把
握できた．
　2．一方，病的な状態としては，皮膚弛緩症，弾
力線維性仮性黄色腫での染色性が良好であった．こ
とに皮膚弛緩症において，弾性線維の無定形物質周
囲のmicrofibrilを鮮明に染色していた．老人性弾
性線維症では，光学顕微鏡的な弾性線維の染色結果
とことなり，STA法ではむしろ，弾性線維の繊細
な微細構造を得ることは困難だった．このことは，
本症が一次的に弾性線維が変性して生ずるという，
病因に関連しているものと思われた．しかし，他の
染色法との染色機序との差から生じる可能性が大で
あるので，これらの比較検討は有意義であると思わ
れる．
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　3。アミロイド苔癬では，アミロイド細線維の染
色性が良好であり，またアミロイド島内の弾性線維
がよく染色された．アミロイド苔癬の病因について
は不明な点が多いが，弾性線維との関連が示唆され
る所見が得られた．
謝辞稿を終えるに臨み，御指導，御校閲賜りまし
た徳田安章教授に謹んで深謝の意を表します．
　なお，本文の要旨は，第85回日本皮膚科学会学
術大会，第11回国際電子顕微鏡学会において発表
した．
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